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RESUMEN

El empleo del ADN mitocondrial constituye una poderosa herramienta para estudios filogeogréficos
de poblaciones de Apis mellifera debido a su transmision matrilineal. Se han analizado diversas
regiones de esta molécula en cuanto a los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
generados por diferentes enzimas. De estas técnicas la mas estandarizada y ampliamente utilizada
es el estudio de la regién no codificante comprendida entre los genes COIl y ARNt® | y de los
fragmentos de restriccion obtenidos al digerir esta region con la endonucleasa Dral. Con este tipo de
ensayo ha sido posible identificar tres grupos que coinciden parcialmente con los linajes descritos por
Ruttner en 1988. Ademas se han logrado describir numerosos haplotipos para cada uno de los
grupos mencionados, que en parte reflejan el origen geogréafico de las poblaciones. Este analisis
también ha sido empleado para detectar procesos de africanizacion, fundamentalmente en América
continental.

Palabras clave: abejas/ADN/RFLP/haplotipo/linajes/mitocondrial

ABSTRACT

The use of mitochondrial DNA is a powerful tool for phylogeographic studies of Apis mellifera
populations because of its matrilineal transmission. Several regions of this molecule has been
analyzed using the restriction fragments length polymorphisms (RFLP) generated by digestion whit
various enzymes. Of these, the more standardized and widely used variant is the study of the non-
coding region between genes COII and tRNALeu, and the restriction fragments obtained by digesting
this region with endonuclease Dral. With this type of test has been possible to identify three groups
that overlap with the families described by Ruttner in 1988. It has also been possible to identify many
haplotypes for each of the above groups, which in part reflect the geographical origin of populations.
This analysis has also been employed to detect africanization processes, mainly in continental
America.

Keywords: Honey bee/haplotypes/DNA/mitochondrial/lineage.
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INTRODUCCION

El hébitat natural de la abeja melifera, Apis mellifera se encuentra ampliamente extendido
abarcando Africa, Europa y el Medio Oriente. Es cominmente aceptado que A. mellifera se originé a
partir de su pariente cercana A. cereana en la regién centro-occidental de Asia y a partir de alli se
expandié por Europa y luego por Africa (Ruttner, 1988; W. S. Sheppard y Meixner, 2003). Aln asi
existen discrepancias en cuanto al tiempo de divergencia de las subespecies de A.mellifera (entre 0,7
y 1,3 millones de afios atras) y la separacion entre A.mellifera y A. cereana ( entre 6 y 8 millones de

afos atras) (Behura y col., 2006). Esta discrepancia ha sido la base de hipétesis alternativas acerca
del origen de esta especie; Wilson propone el origen en Africa tropical o subtropical (Canovas, De la
Rua, Serrano y Galian, 2008). Con el empleo de estudios morfométricos Ruttner en 1988 identificd
cuatro linajes fundamentales de A.mellifera. El linaje M corresponde al oeste de Europa y al noroeste

del Mediterraneo y comprende las subespecies mellifera e iberiensis, aunque originalmente incluia

intermissa, sahariensis, siciliana y ruttneri. El linaje C que ocupa el sureste de Europa y el este del

Mediterraneo (ligustica, carnica, maceddnica, cecropia, cypria, adami). El linaje O en el oriente

cercano y Asia occidental (caucdsica, anatoliaca, syriaca, meda, armeniaca, jemenitica y pomonella)

y el linaje A en Africa y algunas islas del oeste del Mediterraneo (lamarckii, andansonii, scutellata,

monticola, litorea, capensis, unicolor).

METODOS DE CLASIFICACION TAXONOMICA

Morfometria geométrica

Tradicionalmente la taxonomia intraespecifica de la abeja se ha basado en la morfologia. Hay que
sefialar, que no existe una caracteristica morfolégica clave para cada una de las especies de A.
mellifera, sino que en cambio los diferentes caracteres morfométricos muestran una variacion gradual
y SUS rangos se encuentra superpuestos entre las diferentes subespecies. Los principales caracteres
empleados pueden ser subdivididos en cuatro grupos principales: tamafio corporal, patrones de
coloracion, vascularizacion de las alas y caracteristicas de las pilosidades (M. D. Meixner y col.,
2013). Si bien esta técnica constituye una poderosa herramienta para discriminar entre poblaciones,
no es util para establecer relaciones filogenéticas entre ellas (J-M Cornuet, Fresnaye y Tassencourt,
1975; Tomassone y Fresnaye, 1971). Ademas en el caso de las poblaciones americanas resulta ain
menos adecuada, debido a que estas se presentan como una mezcla de las subespecies
introducidas (M. D. Meixner y col., 2013).
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Empleo de marcadores moleculares

Teniendo en cuenta las desventajas de los datos de origen morfométrico, los estudios de genética
poblacional empleando marcadores moleculares han ido ganando terreno. Tal es el caso del
polimorfismo de isoenzimas, a traves de los cuales ha sido posible la construccion de éarboles
filogenéticos para diversas subespecies (G Badino, Celebrano y Manino, 1988; W. Sheppard y col.,
1988) de A. mellifera. Aunque los niveles de variacion genética detectados para las isoenzimas son
pequefios, en combinacién con datos morfométricos son adecuados para construir filogenias
consistente (Arias y Sheppard 1996). Aun asi, los datos aportados por estos marcadores han
permitido un mejor entendimiento del flujo de genes, la estructura poblacional y la hibridaciéon (Guido
Badino, Celebrano y Manino, 1983; G Badino y col., 1988; Del Lama, Lobo, Soares y Del Lama,
1990; M. Meixner, Sheppard, Dietz y Krell, 1994; W. S. Sheppard y McPheron, 1986) y los efectos
fundadores (J. Cornuet y Fresnaye, 1979; W. Sheppard y col., 1988). Uno de los loci enzimatico mas
polimérficos y mas ampliamente utilizados ha sido el locus Mdhl (malato deshidrogenasa) (J.
Cornuet, 1982; J. Cornuet, Daoudi y Chevalet, 1986; Del Lama y col., 1990; Lobo, Del Lama y
Mestriner, 1989). Sin embargo existe evidencia de que la variacion de este locus puede ser
interpretado como una consecuencia de la adaptacion fisiologica a diferentes climas y no tiene
porque necesariamente reflejar flujos genéticos (Coelho y Mitton, 1988; Nielsen, Page Jr y Crosland,
1994).

Empleo del ADN mitocondrial

Por su parte, el ADN mitocondrial (ADNmt) ha demostrado ser una valiosa alternativa para estudios
filogeograficos a nivel de especie o subespecie (Avise y cols., 1987). La herencia materna exclusiva
por parte del ADNmt lo hace muy adecuado en estudios poblacionales de la abeja melifera, por dos
razones fundamentales. En primer lugar todos los individuos de la colonia son descendencia de la
misma reina y el ADNmt es idéntico entre todos los individuos de la colmena; esta caracteristica es
incluso valida durante el proceso de enjambrazén porque la reina que abandona la colmena original
es reemplazada por una de sus hijas. En segundo lugar los procesos de colonizacién son llevados a

cabo por la colmena y no por los machos de la especie.
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Figura 1. ADN mitocondrial de A. mei‘lifera. Los genes que corresponden a RNA de
transferencia estan denotados por el codigo de una letra de acuerdo al aminoéacido
correspondiente. Las regiones que codifican para proteinas estan identificadas como CO, COlIl
y COIll, aquellas que corresponden a las diferentes subunidades de la citocromo oxidasa c;
Cyt b para la citocromo b y ND1-6 y ND4L para las subunidades del sistema NADH
deshidrogenasa. Laregion A-T corresponde a una region rica en Adeninay Timina que se cree
contiene el origen de replicacion. Las flechas representan la direccién de la migracion en cada

una de las regiones codificantes. Adaptado de Crozier 1993 (Crozier y Crozier, 1993).

El ADNmt de A. mellifera (Figura 1) es una molécula circular de entre 16500 y 17000 pb de longitud
y que excepto por algunos de los genes que codifican para moléculas de ARN de transferencia
(tRNA) es muy similar al de Drosophila (Jean-Marie Cornuet, Garnery y Solignac, 1991; Crozier,
Crozier y Mackinlay, 1989). Esta compuesto por 13 genes codificantes de proteinas que incluyen las
diferentes subunidades de la citocromo oxidasa ¢ y de la NADH deshidrogenasa, 22 genes que

codifican para RNA de transferencia y dos de ARN ribosomal.

Histéricamente se han empleado diferentes regiones del ADN mitocondrial de Apis mellifera para el
estudio filogenético de esta especie. En 1995 Arias y Sheppard emplearon una regién que
comprendia parte de la subunidad 2 de la NADH deshidrogenasa y de los genes de ARNt de la

isoleucina (Arias y Sheppard, 1996). Con el empleo de este marcador fue posible la identificacién de
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cuatro linajes correspondientes a los descritos morfoldgicamente (Arias y Sheppard, 1996; Ruttner,
1988).

En 1992 Garnery y colaboradores identificaron dos regiones que presentaban polimorfismos de
longitud en el ADNmt de abejas europeas (L. Garnery, Cornuet y Solignac, 1992). De ambas
secuencias la mas utilizada actualmente es la comprendida entre los genes que codifican el ARN de
transferencia de la leucina (ARNtleu) y la subunidad 2 de la citocromo oxidasa (COIll). Esta region
intergénica estd compuesta por dos tipos de secuencias: Py Q. La secuencia P puede estar ausente
PO (linaje C del este de Europa), o estar presente en cuatro variantes P (linaje M Europa
occidental), P1 (sublinaje A de la costa atlantica africana) (Evans y col., 2013; L. Garnery y col.,
1992) y P2 linaje Y de Etiopia (De la Rua, Jaffé, Dall'Olio, Mufioz y Serrano, 2009). EI numero de
secuencias Q de conjunto con la presencia de secuencias P, permite identificar los diferentes linajes

mitocondriales (Figura 2).

Hay que sefalar que los tres linajes fundamentales identificados por ADNmt (A,C y M)(L. Garnery y
col., 1992) solo coinciden en parte con los propuestos por Ruttner (A,C,M y O) basados en datos
morfométricos (Ruttner, 1988) través de los analisis de ADNmt no resulta posible diferenciar entre las
poblaciones correspondientes al este de Europa y del Mediterraneo, y al Medio Oriente y Asia
occidental que pertenecen a los linajes C y O segun el sistema de Ruttner, pues entre estos grupos
no existia una variacion significativa desde el punto de vista del ADNmt (L. Garnery y col.,
1992).Teniendo esto en cuenta, se propuso la existencia de un linaje C mitocondrial que incluia a los
linajes C y O definidos morfométricamente (L Garnery y col., 1992; L. Garnery, Solignac, Celebrano y
Cornuet, 1993). Sin embargo a principios de este siglo se identificaron poblaciones de Asia
Occidental y el Nordeste africano que exhibian patrones mitocondriales diferentes a los propuestos
por Garnery en 1992 lo cual condujo a la postulacién de un cuarto linaje mitocondrial que fue

nombrado O (Franck, Garnery, Celebrano, Solignac y Cornuet, 2000; Palmer y Oldroyd, 2000).

Posteriores investigaciones permitieron identificar a este linaje O como un sublinaje del linaje africano

A con lo cual su nombre fue cambiado a Z (Alburaki et al., 2011).

Un método complementario comunmente empleado para los estudios de ADN mitocondrial en abejas
ha sido el andlisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP del inglés
Restriction Fragment Length Polymorphisms). El polimorfismo en este tipo de estudios se observa
como resultado de los patrones de bandas electroforéticas que se obtienen al digerir el ADNm con
endonucleasas de restriccion tales como Accl, Aval, Bcll, Bglll, EcoRlI, Hincll, Hindll, Hindlll, Ndel,
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Pstl, Pvull, Xba. Este ensayo tiene un alto poder de discriminacion y la mayor parte de los resultados,
respaldan tres (A, M, C) de los cuatro linajes propuestos por Ruttner (Ruttner, 1988), ademas de que
permiten identificar haplotipos que en cierta medida pueden ser asociados con subespecies
particulares.

1 2a 2b 3a 8b 4a 4b 5

14

Umea

A) < 3530 bp B) Bﬁelgium
2027 bp %)
£ 1904 bp Brer S BN
<+ 1584 bp S i o e~ |
« 1375 b == ==y ; A
1016-10 ' Ouessant - RS 7% 790
-1011 bp 0% . 88% _ Versailles @i Fleckenstein
823-815 bp - - o gg ) Mﬁm Orsay {
630-619 bp % France
563 bp < 564 bp b s/aiznz/es 2 940
—~ ~.__»> ‘,-’ _‘o % — )
| g [ S 13% Annecy |
SYo—— res ; ar
Fgo %~ an/i Avignon ™. 6°/£ﬁ~ "! .100
;;\“ <SS 83 “\ Vaoutse]
\ _ allouise |
//‘ Porto - San Sebastian \«%;):\‘nc % B R ’\ - Chalkic
// % / 50% @ = P = 'PeWiS"‘"é;';}ﬂr{on|favel
" o £ uesca v (Jp——
( &0 8 Spai Segovia S p ==
S @ | Spain 3
&) ( 69% oo P4
g QJ Toledo
N 86% >
\ & T Qe Haplotype M
‘il s @  Haplotype C
vloo% GG  Haplotype A
Al Hoceima

Figura 2: Linajes mitocondriales en A. mellifera. A) Electroforesis en del de agarosa de
amplicones de la region COIlI-tRNALeu. Carriles (1) Q, (2a) PQ, (2b) PoQ, carril (3a) PQQ, (3b)
PoQQ, (4a) PQQQ, (4b) PoQQQ, (5) patron de peso molecular. Tomado de Garnery 1993 (L.
Garnery y col., 1993).

B) Distribucidn de linajes mitocondriales en paises de Europa occidental

Sin embargo, hasta la actualidad no ha sido posible identificar una endonucleasa o una combinacién
de ellas que generen patrones de bandas que puedan ser marcadores diagnéstico para la
identificacion de subespecies (M. D. Meixner y col., 2013). Esta técnica ha sido empleada para la
identificacion de subespecies del Nuevo Mundo que experimentan procesos de africanizacion
(Clarke, Rinderer, Franck, Quezada-Euan y Oldroyd, 2002; Gleen Hall y Smith, 1991; Pinto y col.,
2003). La amplificacion de los genes COIl y ND5 seguido de la digestion con Ncol/Styl y Alul produce
patrones caracteristicos de A.m. macedénica (Bouga, Harizanis, Kilias y Alahiotis, 2005; Stevanovic,
Stanimirovic, Radukovic y Kovacevic, 2010). La discriminacién entre abejas de Grecia y Bulgaria
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puede llevarse a cabo con la digestiéon de COI con Sspl y de ND5 con Hindl y Fokl (lvanova y
Bouga, 2009).La amplificacion de la region COIlI-tRNALeu por PCR y su posterior digestion con la
enzima de restriccion Dral, conocido en su conjunto como prueba Dral ha sido empleada tanto en
poblaciones europeas como americanas para la determinacion de los linajes y haplotipos
mitocondriales (L. Garnery y col., 1993; Rortais, Gérard, Alburaki, Legout y Garnery, 2011). Este tipo
de ensayo brinda informacién acerca de los haplotipos dentro de los linajes (L. Garnery y col., 1993)
y a pesar de sus limitaciones es el método estandar para la identificacion matrilineal de las abejas,
debido a que ha probado ser la herramienta més poderosa e informativa entre las basadas en PCR.

Por otra parte los resultados de esta técnica estan ampliamente documentados ya sea en
poblaciones silvestres como en apiarios. Otra de sus ventajas es que puede ser llevado a cabo en un
laboratorio equipado de manera basica y toma alrededor de dos dias obtener resultados (M. D.
Meixner y col., 2013). De manera general este tipo de ensayo tiene un alto poder de resoluciéon que
resulta de la combinacién de polimorfismo de longitud con polimorfismo de sitios de restriccion y ha
permitido la identificacibn de centenares de haplotipos que han sido asignados a los linajes
evolutivos. Aun asi es incapaz de identificar abejas al nivel de subespecies porque no produce
haplotipos diagnéstico (esto significa que mas de una especie comparte el mismo haplotipo), no
obstante, es posible encontrar cierta relacidon entre algunos haplotipos y subespecies (Franck y col.,
2001; Munoz, Dall'Olio, Lodesani y De la Rua, 2009; Wilson, 1971). Con el empleo de este
procedimiento, ha sido posible identificar cerca de 91 haplotipos pertenencientes al linaje M (Rortais
y col., 2011), una veintena de variantes del linaje A, cinco para el O y dos para el linaje Y (Franck y
col., 2001).
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Figura 3. Descripcion de haplotipos mitocondriales con el test Dral.

A) Esquema de una electroforesis en gel de agarosa'de los patrones de bandas generados por
la enzima de restriccion Dral. Los patrones de A1-9 pertenecen al linaje A, del M1-8 al
linaje de Europa occidental y el C al patron del norte del mediterraneo. Los fragmentos de
talla molecular similar fueron alineados, e identificados con o asterico(*). Tomado de
Garnery 1993. (L. Garnery y col., 1993).

B) Mapa fisico de la region COI-COIl de algunos haplotipos de los linajes A, My C deducidos
por digestiébn con Dral, las pequefias inserciones y las pequefias deleciones, estan
denotadas por “i” y “d” respectivamente. Los haplotipos que aparentemente poseen el
mismo patron de restriccion, pero que en realidad tienen varias repeticiones de la
secuencias Q estdn marcadas con ~ después de la identificacién del haplotipo. Adaptado de
Garnery 1998. (Lionel Garnery y col., 1998).

CONCLUSIONES

A pesar de sus limitaciones como la imposibilidad de obtener haplotipos especificos para las
diferentes subespecies, si es posible encontrar cierto grado de correlacion entre haplotipos y
subespecies. La principal ventaja de este método radica en la sencillez y la velocidad con que se
obtienen los resultados y la relativa simpleza de su analisis. Ademas resulta un analisis relativamente
barato en comparacién con estudios de microsatélites y polimorfismo de nucleétidos simples. Por
otra parte en el caso de las abejas resulta con ventajas adicionales debido a la exclusiva herencia
matrilineal del ADNmt, pues en una colmena todos los individuos son hijos de la misma madre, lo

cual reduce el tamafio muestral a un solo individuo por colmena.
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